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Relevance 

DNA repair is a field in which genotyping data in relation to 
cancer have increased exponentially in recent years. 

Environmental carcinogens, such as polycyclic aromatic 
hydrocarbons, aromatic amines or N­nitroso compounds, 
predominantly form DNA adducts but also generate 

interstrand cross­links and reactive oxygen species [which 
induce base damage, abasic sites, and single and double 

strand breaks (SSBs and DSBs)]. 

Unrepaired damage can result in apoptosis or may lead to 
unregulated cell growth and cancer.



Meta­analyses were performed on 213 associations (1083 
studies) between specific variants and specific cancer types 

that had been tested by at least 2 independent studies. 

A total of 14 nominally significant associations were 
recorded for 8 genes in the main (allele­based) analyses 
(TP53, BRCA2, ERCC2, ERCC5, XPA, XRCC1, XRCC2, 

XRCC3). 

We graded the epidemiological strength of each of these 
nominal associations with criteria that assess amount of 

evidence, replication, and protection from bias.



Overview: 

* main analyses (OR per allele) 

* secondary analyses: 
dominant vs recessive models 
by smoking, histological type, gender, ethnicity, study design 

* heterogeneity (I 2 ) (values of 50% or higher are considered to 
express large between­study heterogeneity and values of 25­50% 
express moderate between­study heterogeneity) 

* bias: exclusion of first study, exclusion of HWE­violating studies, 
small­study effect bias (modified Egger test), observed vs expected 
statistical significant results (Ioannidis and Trikalinos test) 

* overall grading



We applied the Venice criteria: 

Grades A, B and C for amount of evidence, replication 
and protection from bias 

Associations that get three A grades are considered to 
have “strong” epidemiological credibility, associations 

that get any B but not any C grade are assigned 
“moderate” credibility, and associations that get any C 

grade as considered to have “weak” credibility. 

Provisional results



Nominally significant associations 

0.01 0.89 (0.81­0.97) 12,525 5 Colorectal Cod.241 XRCC3 

0.05 1.14 (1.00­1.30) 11,660 2 Colorectal cod 188 XRCC2 

0.02 0.82 (0.70­0.97) 4,006 5 Stomach cod 194 XRCC1 

0.04 0.75 (0.57­0.99) 16,344 3 Skin cod 194 XRCC1 

10 ­5 1.39 (1.20­1.61) 1,555 3 Lung ­77T>C XRCC1 

0.03 0.91 (0.84­0.99) 5,918 3 Headneck 23 G>A XPA 

0.03 1.08 (1.01­1.16) 3,779 6 Breast intron 6 TP53 

0.001 1.11 (1.04­1.18) 4,843 32 Lung Cod 72 TP53 

0.001 0.73 (0.61­0.89) 21,477 2 Lung cod 46 ERCC5 

0.003 1.13 (1.04­1.22) 14,989 19 Lung Cod.751 ERCC2 

0.02 1.07 (1.01­1.15) 920 14 Lung cod 312 ERCC2 

0.02 1.06 (1.01­1.12) 11,660 15 Breast Cod.751 ERCC2 

0.03 1.12 (1.01­1.24) 4,006 4 Bladder Cod.312 ERCC2 

0.03 1.06 (1.01­1.12 16,344 3 Breast cod. 2414 BRCA2 
P­value OR (95% CI) N* Studies Cancer Gene





0.90 (0.80­1.01) 0 3,106 Colorectal Cod.241 XRCC3 

na 0 862 Colorectal cod 188 XRCC2 

0.85 (0.71­1.02) 0 913 Stomach cod 194 XRCC1 

na 6 389 Skin cod 194 XRCC1 

1.30 (1.01­1.66) 11 1,020 Lung ­77T>C XRCC1 

na 3 3,237 Head/neck 23 G>A XPA 

na 3 24,739 Breast intron 6 TP53 

1.11 (1.04­1.18) 44 13,923 Lung Cod 72 TP53 

na 0 905 Lung cod 46 ERCC5 

1.11 (1.04­1.18) 41 8,303 Lung Cod.751 ERCC2 

1.08 (1.01­1.16) 0 6,365 Lung cod 312 ERCC2 

1.07 (1.01­1.13) 0 8,964 Breast Cod.751 ERCC2 

1.08 (0.87­1.34) 0 2,855 Bladder Cod.312 ERCC2 

na 0 7,153 Breast cod. 2414 BRCA2 

First­out 
I 2 Minor N Cancer Gene



Venice grading 

C Low OR C A A Colorectal Codon 241 XRCC3 

C Low OR, F, HWE C A B Colorectal Codon 188 XRCC2 

C F C A B Stomach Codon 194 XRCC1 

B ­ A A B Skin Codon 194 XRCC1 

A ­ A A A Lung ­77T>C XRCC1 

C Low OR, F C A A Head/neck 23 G>A XPA 

C Low OR, F, HWE C A A Breast intron 6 TP53 

C Low OR, R C B A Lung Codon 72 TP53 

C F, HWE C A B Lung Codon 46 ERCC5 

C Low OR C B A Lung Codon751 ERCC2 

C Low OR C A A Lung Codon 312 ERCC2 

C Low OR C A A Breast Codon751 ERCC2 

C Low OR, F, R, HWE C A A Bladder Codon312 ERCC2 

C Low OR, F C A A Breast Cod2414 BRCA2 

ALL Reason Bias Replication Amount Cancer Gene







Comments 

Surprisingly large amount of evidence on selected 
associations 

Racial descent 
Most studies in Caucasians, difficult to assess 

ethnicity 

TP53 lung: 
Afro­Americans 1.15 (0.89­1.50) 

Asians 1.15 (1.04­1.27) 
Caucasians 1.10 (0.95­1.26)



Types of participants 
When a comparison between hospital­based and 
population­based studies was feasible, results 

were consistent 

ERCC2 312, lung  HB 1.08, P­B 1.08 
ERCC2 751, breast H­B 1.02 P­B 1.07 
ERCC2 751, lung H­B 1.13 P­B 1.02



Difficult and open issues: 

1. Biological plausibility (little is known on 
functional significance: genotype­phenotype 

correlation project led by Matullo within ECNIS) 

2. Pleiotropism, i.e. one can expect associations 
with several types of cancer (lack of specificity). 

ERCC2 and XRCC1 involved with several 
cancer types, BER and NER more important than 

e.g. MGMT 

3. Effect of gene/SNP combination and analytical 
strategies



DNA repair ECNIS projects 

1)  Use of lymphoblastoid cell lines for the identification of at risk 
genotypes: validation of cell lines for the DNA repair response 
(P.I. Matullo ISI; UC) 

­ DNA repair gene expression (ERCC1, OGG1) 
­ RO19­8022  BER modified Comet for cell extracts 

2)  Development and validation of phenotypical nucleotide excision 
DNA repair (NER) assays for use in molecular epidemiology 
(P.I. Kirsch­Volders VUB; UM; ISI, NHRF, UO) 

­ BPDE NER modified Comet for cell extracts 
­ Comparing methods for preserving cell extracts 
­ Development of a MMR phenotypic assay 

2)  Assessment and reduction of comet assay variation in relation to DNA 
damage and DNA repair phenotype 
(P.I. Moller UC; KI; UM, ULEIC)



EXTENSIVE DNA REPAIR GENOTYPE­PHENOTYPE 
CORRELATION: AN ITALIAN NETWORK 

Ø  P.I. Matullo (University of Turin, ISS Rome, CSPO Florence) 

Ø  Cryopreserved lymphocytes from 300 healthy subjects 

Ø  1536 selected DNA repair SNPs (Illumina’s chip) 

Ø  DNA repair phenotipic assays on lymphocytes after exposure to low 
dose of carcinogens: 

­ BER modified COMET for cell extracts (RO19) 
­ COMET incision assay (BPDE) 
­ Micronuclei and CA (γ rays) 
­ Phosphorylation of hystone H2AX (γ rays) 
­ 32P­postlabelling DNA adducts (BPDE) 
­ BER DNA glycosylases activities (MMR?) 
­ DNA repair gene expression



Additive combinations of multiple weak risk 
factors (population attributable fraction) 

A total of 100 true risk factors were simulated, each 
conferring a relative risk of 1.25, and with a MAF of 10%. 

In each line are counted the subjects carrying 
combinations of any k risk alleles. 

OR = odds ratios, calculated with a simple additive model. 
For example, for subjects with 10 risk alleles the relative 
risk would be 3.5. These subjects would represent 13% of 
the population, and over 54% of the population would 

carry 10 risk alleles or more. 

(from Vineis P et al, Expectations and challenges stemming from genome­ 
wide association studies, submitted to CEBP)



0.0000 26.00 5.38x10 ­13 % 10 ­98 % 100 

0.0058 6.00 0.20% 0.117% 20 

0.0122 5.75 0.46% 0.260% 19 

0.0238 5.50 1.00% 0.543% 18 

0.0431 5.25 2.06% 1.059% 17 

0.0716 5.00 3.99% 1.929% 16 

0.1092 4.75 7.26% 3.268% 15 

0.1522 4.50 12.39% 5.130% 14 

0.1945 4.25 19.82% 7.430% 13 

0.2286 4.00 29.70% 9.879% 12 

0.2479 3.75 41.68% 11.988% 11 

0.2479 3.50 54.87% 13.187% 10 

0.2269 3.25 67.91% 13.042% 9 

0.1868 3.00 79.39% 11.482% 8 

0.1346 2.75 88.28% 8.890% 7 

0.0820 2.50 94.24% 5.958% 6 

0.0406 2.25 97.63% 3.387% 5 

0.0156 2.00 99.22% 1.587% 4 

0.0044 1.75 99.81% 0.589% 3 

0.0008 1.50 99.97% 0.162% 2 

0.0001 1.25 99.99% 0.030% 1 

­ 1.00 ­ 0.003% 0 

PAF OR %  of  subjects  who  carry 
at least k risk alleles 

%  of  subjects  who 
carry k risk alleles 

Number  of  risk 
factors (k)



Analytical strategies



Summary  of  some  important  differences  between modelling  for  prediction 
and modelling for understanding. 

Low order terms May include high order terms Model 
complexity 

Interactions Joint effects Key  model 
terms 

Vital Less important Model Choice 

Bioinformatics, 
replication studies 

Treatment of Subjects Consequences 

Which genes interact? Who is at high risk? Question 

Understanding 
Prediction



Methods to model gene­gene interactions 

Extensions to regression analysis 

Automated Detection of Informative Combined Effects (DICE)(Tahri­ 
Daizadeh N et al. Genome Research 13: 1952­1960, 2003) 

Classification and Regression Trees (CART)/ Patterning and Recursive 
Partitioning (PRP)(Bastone L et al. Human Heredity 58: 82­92, 2004) 

Logic Regression (Kooperberg et al. Genetic Epidemiology (S1): 626­631, 
2001) 

Penalized Logistic Regression (Zhu et al. Biostatistics 5: 427 – 443, 2004) 

Multivariate adaptive regression spline  (Cook et al. Statistics in Medicine 
23: 1439 – 1453, 2004)



Data reduction approaches 

Combinatorial Partitioning Method (CPM)(Nelson et al., Genome 
Research 11:458­70, 2001) 

Restricted Partitioning Method (RPM)(Culverhouse R, Klein T, Shannon 
W. Genet Epidemiol 27:141­52, 2004) 

Multifactor Dimensionality Reduction (MDR)(Ritchie et al., American 
Journal of Human Genetics 69:138­147, 2001) 

Set Association (Hoh J, Wille A, and Ott J. Genome Research 11: 2115­ 
2119, 2001).





The End


